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論 文 内 容 要 旨
主と して14C標 識 化合 物(燃 焼 基質)を 生体内に投 与 し,最 終生産物であ る14CO2の呼 気へ の
排 泄か ら,基 質 自体の,あ るいは被 検動物 体内の代 謝を研究す る方法 はTolbertらによ り提 唱 され
Wangらによ り 覗Radiorespirometry"とい う生化学 的分析法 と して確 立された。 この分析法の利
点 は生体内の生化学 的,あ るいは 生理 的な変化を無傷害,無 拘束な動物を 用い呼気 中へ排泄 される
14CO2か ら推定で き,ま た同一動物 を用 い長期にわ た る連続測 定が可能 であるとい う点 にある。一
方,呼 気中 に排泄 され る放射 性化合物 が14CO2とい う 聖曜ガ ス"で あ り,か つ"流 れ"の 系 で取 り
扱 う必 要があ るため,こ の呼気14CO2を連 続的に,か つ 正確 に測定す るための測定系 お よ び測 定
条件 が要 求され る。 と りわけ放射能検 出器は重要 となる。 従来Radiorespiromθtry(以下RRMと
略す)に 用い られてきた検 出器には
1)電 離 箱
2)ガ ス フロー型GM管
3)液 体 シンチ レー ションカウ ンター
な どが報 告されて いる。
1)の 電離 箱方 式はTolbert,Wangらによ り報告されてお り,2)3)の 方 式に比較 し,検出感度
}こおいては優れてい るが,chamber内の汚染,ま たohamberを作る際にある程度 の広 い容量 が 要
求されるため分 解能 が低下す るとい う短所がある。2)の 方 式につ いては松岡 らによ り報告 されて
お り,マ イ ラ膜を用 いた二 面間を流路 と し,こ の内面 にQガ スを流 し,14CO2をGM管で検 出す る。
この方式 は14CO2の放射能を効率 よ く計数す ることがで きるが,強 い電場 がマイ ラ膜面 に与 え られ
るため呼気中の成分 が膜面 に付着 し,膜 面 の汚染,分 解能 の低'下を きたす とい う問題点 がある。 さ
らに3)の 方 式につ いては重松 らによ り報告 されて お り,呼 気中14CO2をハイア ミン10X等の 炭酸
ガス吸着剤を含む液体 シンチ レーターに溶解 し,こ れを液体 シンチ レーシ ョンカ ウンター用検 出器
に導 き連続計数す る方 式である。 この方法 につ いては著者 らの実験結果 よ り,14CO2の液体 シンチ
レーターへ の完全吸着お よび応答速度 の遅 延という問題点があ った。
以上 のよ うに,従 来RRMに 用 い られた14CO2の検 出方式 にはいずれ も技術上 の問題点 があ り,
その改良 が望まれて いた。
そこで本研 究におい ては,こ の検 出部 に固体 シンチ レー ターを用 いRRMを 新 らたに開発 し,呼 気
14CO2の連続測定法 の確立,お よび主 と して 〔U-14C〕glu6ρse.を燃焼基質 と した実験 的肝障害
誘発動物 における呼気14CO2のRRMpatternの変 化を肝糖代謝 と関連づ け解析 し,肝 疾患 を呼気
CO2の変化か ら核医学的 に診断す るた めの基礎 的検 討を行 った。
Figrに示す よ うなRRMシ ステムを開発 した。本装 置は ガス流路系(A～D,1),放 射能測定系
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(F～H)お よびCO2捕集系(K)の3っ の系 よ り構成 されてお り,14C標識化合物投与後,速 や
か に動物体 をAnimalchamber(C)に封 じ込め る。動物体 よ り呼気中 に排泄 され た14CO,は,・
Airpump〔1〕によ り,測 定系 に移行,
連続 計数される。 本研究 にお.いては測定
系放射 能検 出部にセル容量20雇のポ リス
チ レン系 プ ラスチ ック シンチ レーター
(AlokaFS-303)を用 い,呼 気14CO2
の測定法 に関す る基礎 的検討を行 った。
この結果,プ ラスチ ックシ ンチ レー ター
の14CO2に対す る計数効率 は静 止状態で
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約60%,検 出 感 度 は0.002mμCi/初で あFig・1Aschematicdiagram.forplasticradiorespiro
scintillationcounter
つ た 。
A:101KOHB:SilicagelC:Animalchamber
本 装 置 を 用 い た,・ 〔Url4C〕91ucoseDWatertrapE:Flowmeter
(比放 射 能:292mCi/宝nmole投 与 量FPIasticscintillatorG:CounterH:Recorder∫
。,。c、/。2励 を燃醜 質 、.、た ラッIA'「pumpJ:Botち'ep「eY?nt'ng.耳:gQ・t「ap.
トに お け る 測 定 条 件 を 以 下 に 示 す 如 く定 め,以 後 の 測 定 に 用 い た 。
測 定 条 件:
Fullscale3Kcpm
Timeconstant30sec
AirflowrateO.24/min
Chartspeed2.5mm/min
Animalchambervolume3300m8
Highvoltagepower
Supply1543V
GainO.5x10(MeV)
Lower6.5channel
Higher8.1channel
上 記 条 件 下 で 〔U-14C〕glucoseを ラ ッ ト腹 腔 内 に 投 与 し,投 与 後1乞0分 ま で に 得 ら れ る 呼 気
排 泄14CO2のRadiorespirometricpattern(以下RRMpattern)はFig2に 示 す 如 く で あ り,こ
のRRMpatternを 以 下 に 定 義 す るPeaktime(PT),Peakheight(PH)お よ びYieldvalue
(YV)の3つ のPafameterで解 析 し た 。
Peakti恥e(PT):燃 焼 基 質 投 与 後,.呼 気 排 泄14CO2が 最 高 値 に 達 す る ま で の 時 間(皿in)。.
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Peakheight<PH)
YieldvalueCYV)
合(%)
なお,正 常 ラッ ト(♂,10週令体
重180～2009)にお けるPT,PH
およ びYVの 平 均値 は,そ れぞれ30
分,2000cpm,55%であ った。これ
らRRMparameterは燃焼 基質 の量,
投与方法 によ り変化 し,投 与量の増
加によ りPHは その量に比例 し増 加
した。 また燃焼 基質の腹腔 内投 与に
比べ,静 脈 内投与 した場合 にはPH
PT時における放射活性(cpm)。
投与燃焼基質の総放射活性に対する呼気排泄14CO2の総放射活性の割
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i20
が著 しく増加 し,PTも 著 しく早 めFig・2Analyticalparametersofradiorespirometricpa一・
ttern・Peaktime(PT)isthetimeofappearance(fthema一られた
。
ximumradioact童vityafteradministrationof14Cヨabelled
さ ら}qU-14C〕gl…seの 同一,a,b。hyd,a㎏.P,akh。壇ht,(PH)i、theradi。a,ti。i・y。tthe
投与量,同 一投与方法('i,p)にpeaktime.Yieldvalue(YV)istkepercentageoftotaI
対 し,被 検動物の飼育条件す なわ ちrespiratory14CO2withresp㏄ttotheadiministereddose
recoveredin2hrs.
絶食 によ りPTは 著 しく遅 れ,PHお ・ ・
よびYVは いずれ も著 しく低下 した。 また週 令と共 にPH,YVは 共に徐 々に低下す る傾向 が観 られ
た。
肝 が多 くの炭 化水 素化合物代 謝の主 要臓 器であ ることは周 知の通 りであ る。 このことよ りRRM
法 において も適当な燃焼 基質を選択す ることによ り,肝 の生化学的,あ るいは生理 的変 化をその最
終代謝産物で ある ・4CO,の呼気排泄patternから推定で きると考えFられ る。また種 々の肝 障害に よ
り肝の代 謝活性 に著 しい変化が生ず ることか.ら,ξのRRMpatternも変化す ることが当然予 想 さ
れ る。肝障害 の一つ と考え られ る肝癌 にお いて も,そ の糖代 謝の著 しい変化 が多 くの砺究者 によ り
報 告 されている。 そこで本研究 において は,化 学発 ガ ン剤である3Lmeth夕1-4'一dimethyl一
ロ
aminoazobenzene(3LMe-DAB)によ るラッ ト肝癌 誘発過 程での 〔U-14C〕glucoselを燃焼
基質 としたRRM法 に よる呼気排濯14CO2patternの変化を肝解糖 系糖代 謝酵 素活性の変化 と 関連
付 け解析す ると共 に,得 られ たRRMpatternの変動期 について,こ れ までcarcinofetalmarker
と して知 られて い る 血清 α一fetoprotein(AFP)および肝 γ一glutamyltranspeptidase(γ一
GTP)活 性 との相 関性につ いて検討,呼 気14CO2の排泄pattemの変化 からこの種の癌の早 期診断
へ の可 能牲について 考察 した。この結果,3LMe-DAB投 与 初期 におけ るRRMpatternは肝
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糖代謝活性の変化を良 く反映 している ことが明 らか とな っ#。 す なわ ち3,一Me-DAB投 与 後2
週 目よ りPTが 早 め られ,4週 目で最小値 を示す が5週 目で は著 しく遅れ,7週 目で再 び早 め ら
れ る。一方,解 糖系 糖代 謝活 性の変化 は,PTが 早め られる際にはPentosecycleの律速酵素で ある
gluoose-6-phosphatedehydrogenase(G-6-p-DH)活性が著 しく上昇 した。PHは3'一
.Me-DAB投 与後5週 目まで著 しく低下 した値を 示 し,6週 目よりcontrol値に回復,7週 目で著
しく上昇 す る。 この変化 も解糖系(EMP)経 路の律速酵素で あるPyruvat6Kinase(PK)およ
びTCAcycleの活 性変化 と良 く一致 した。 さ らに,こ れ らの変化を血清AFP,肝7-GTP活 性 の
変化と関連付 け検 討す ると,RRMpatternにお いてPTが 早め られ,肝G-6-PDH活 性 が上昇
す る時期には,AFP反 応 は陽性 を示 し,7-GTP活 性 も著 しく上昇 した。 これ らの 結 果 よ り,
RRM法 によ りこの種 の発癌過程をPTの 早 ま りか ら早期診断す る可能性 が示唆 された。 また,こ の
可能 性はRRMpattemに お けるPTの 早 ま りを もた らす と思われ る肝G-6-PDH活 性 の 上昇
patternが3LMe-DAB以外 の発癌剤 でも共通 して観 られた ことか らもよ り確かな もの と思われ
る。3LMe-DABに よ る ラッ ト肝癌誘発過程で得 られたRRMpatternの変化 と肝 糖代 謝活性
の変化 との関連性を よ り明確 にす るため に,ラ ッ トを用 いた ℃Cl型によ る急 性 肝 障 害,再 生 肝
AIIoxan糖尿症 におけるRRMpatternについて検討 した。こあ結果CCI4急性肝 障害 ラ.ットにおいては
CCl4投与後3日 目に肝Hexokinase(HK),PyruvateKinase(PK),およびG-67PDH活 性
がいずれ も上昇 し,こ の結果RRMbatternにおけ るPTの 早 まり,PHお よびYVの 著 しい上昇が
観察 され たと思われ る。再生肝 ラ ッ トにおいては,肝 部分 切除後3日 目にHK,G-6-PDHの 活
性上昇,PK活 性の低下 が観 られ,こ のためPTは 早め られ るが,PHお よびYVの 低下 したRRM
patternが得 られ たと考え られ る。 さ らにAlloxanによる実験 糖尿症 を惹 起 した ラ ッ トにおいては,
初期高血糖期 にのみ肝HK活 性が著 しく抑制 されPHお よびYyの 低下 したRRMpatternが得 られ
た。
以上 の実験結果よ り 〔U一ユ4C〕glucoseを燃焼 基質 と したRRMpattern・と肝糖代 謝酵素活性
の変化 をまとめ るとTable1のよ うにな り,こ れよ り以下 の事 が言え る。
Table.1.Radiorespirometricparametersandglycolyticenzymeactivities
inratswithvarioustypesof.liverdamages
ParameterCC14Regenerating3'一Me-DABAIIoxan
orenzyme(3rdD)*liver(3rdD)*(4thW)**(7thW)**(30min)
?
?
?
?
?
?
?
?
↓↓
TT
TT
十十十
←
←
?
?
← ?
←
?
?
??
←
?
?
?
?
←
?
?ー
?
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
HK
G-6-PDH
ICDH
?
?
?
?
?
?
?
?
?
十十
十十十
士
?
?
?
*3rddayafterthetreatment
**4thweekor7thweekafterthestartof3ノ ーMe-DABfeeding.
PT:Peaktime.PH:Peakheight.YV:Yieldvalue,
PK:Pyruvaゼekinase.HK:Hexokinase・
G二6-PDH:Glucose-6-phosゆhatedehydrogenase・
ICDH:Mitochondrialisocitratedehydro窪enase.
↑.:increased・↓:decreased・ †:nochange・+:activated・
一.:inhibited.圭:nochange.Tkenumberofsymbolsindicates .
theextentgfchange・
①肝pq経 路 の活性化 はR耳M'patternにお いてPT.を早め る。 ・
② 肝EMP経 路 あるいはTCA回 路の活性化,不 活性化はRRMpatternにおいて,.それぞれPH
およびYVを 上昇,低 下 させ る。
③.〔U-14C〕glucoseを燃焼基質 と したRRMpatternに肝 の糖代 謝が良 く反 映され る。
したが って,種 々の肝障害}ζお ける糖代謝活性変動patternが確 立され るこ と.によ り,こ のRRM
法・によ る14CO2の呼気排泄patternから肝癌 を含む種. の々肝 疾患 の診 断.が可能 と思 われ る。 また,
RRM法 の応用性と して,こ れまで示 して きたよ うに,種 々の肝毒 によ りRRMpattemが著 しく変
化 したこ とか ら.,新薬等の肝毒性 のス ク リーニ ングを1℃02の 呼気排泄patternから行 うことも可
能 と思われ る。さ らに,研 究 目的に合致 した特別 な化合物を合成 し,燃 焼 基質 とす ることによ り,
RRM法 の応 用範囲 はさ らに拡大 されると思 われ る。
!
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は14C一標 識化合 物を実験 動物に投与 し,呼気に排 出される14C-CO2を放射能 を持続 的に測
定す ることによ って生体 内での物質代 謝の概要 を把握 しよ うとす る方法`(radiorespirometry)}こつ
いて検討を加えた ものであ る。 まず測 定法 の精度を高め るたδ6にプ ラスチ ック シンチ レーターを用
いた測 定法を開発 して分析測定の 基礎 的検 討を行 ない,こ の方法 が従来の14C-CO2ガスカウ ンタ
ーや液 体 シンチ レーター方 式に比 して優 れて いることを 明 らか に した。
この方法を用 いてU」4C一 グル コースを実験動物 に投与 してradiorespirometryを行ない 発 癌
物質であ る3'一メチル 「4一 ヂ メチル ア ミノアゾベ ンゼ ン(3LMe-DAB)に よる肝 ガ ン誘発 過
程 において ペ ン トース リン酸経路 の律速酵素で あるグル コー スー6一 リン酸脱 水素 酵素 の活性の経
時 的変化 の過程 がradiorespirometryの・ぐター ンに特徴 的な変 化を与え るこ とを明 らかに した。 ま
た解糖系 の酵素 の活性の経時的な変化 もこのパ ター ンに影響 を与 えるこ とを明 らか に した。 また こ
のパ ター ンの変化は肝 の γ一グル タ ミル トランスペプチ ダーゼ,α 一 フェ トプ ロテ イン合成 とも関
連を有す ることが示 されてい る。肝障害の誘発物質 であ る四塩化 炭素 で肝 障害 をおこさせ る過程 お
よびその 回復過程 もまた14C一グル コースを燃焼 基質 としたradiorespirometryのパ ター ンに「 定
の変化を与 える。 この変化は血清 トラ ンスア ミナーゼに反 映 される肝 細胞 障害 の程度 および肝 の解
糖系酵素活性の変動 と関連づけ られ るもので あ る。再生肝の実験,ア ロキサ ン糖尿 の誘 発実験 と も
関連 して14C一グル コースにもとつ くradiorespirometryについて も検討 しそれぞ れパ ター ンの上
に一定の変動を与え ることを明 らかに した。 エール リッヒ腹 水がん細胞 をマ ウス腹腔 内に移植 した
場合 には14C一グル コースのradiorespirometryのパ ター ン変化 は遅発性 にあ らわれて くるがその
よ うな変化は生体内燃焼 基質であ るグル コースの宿 主肝 へのと りこみ の変化 に起 因する ことが推定
可能で ある。 これ らの実験結果 によ り,radiorespirometryのパ ター ンは肝 の生理 的生化学 的状態
の反映であ ることが示 され,本 研究は薬学における放射 生化学 的研究方法 の開拓 に貢献 した もの で
あり薬学博 士の学位を授与するに値す るものと判定す・る。
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